
50 МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №5

Деметилирование ретротранспозона LINE-1 
ассоциировано с дестабилизацией  

атеросклеротических бляшек
Шарыш д.В.1, Марков А.В.1, Слепцов А.А.1, Валиахметов Н.Р.1,  
Королева Ю.А.1, Казанцев А.Н.2, Барбараш О.Л. 2, Назаренко М.С.1

1 — Научно-исследовательский институт медицинской генетики Томского национального исследовательского медицинского центра РАН
6304050, г. Томск, ул. Набережная Ушайки, 10 

2 — ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний»
650002, г. Кемерово, Сосновый бульвар, 6

В работе проведен анализ уровня метилирования ретротранспозона LINE-1 в атеросклеротических бляшках сонных арте-
рий, выделенных из них макрофагах и гладкомышечных клетках, а также в лейкоцитах периферической крови пациентов 
с клинически выраженным атеросклерозом и в лейкоцитах здоровых доноров. Выявлен сниженный уровень метилирова-
ния LINE-1 в атеросклеротических бляшках по сравнению с лейкоцитами крови пациентов, а также его связь с гистологиче-
скими признаками нестабильности атеросклеротической бляшки.  
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LINE-1 retrotransposon demethylation is associated to atherosclerotic plaques destabilization
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We analyzed the LINE-1 methylation level in carotid atherosclerotic plaques, macrophages and smooth muscle cells isolated from 
plaques and in the blood leukocytes of patients with clinically significant atherosclerosis and leukocytes of healthy donors. A reduced 
level of LINE-1 methylation in atherosclerotic plaques was detected compared to leukocytes, as well as it was associated with the 
histological features of carotid plaque instability. 
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Большая доля всех метилированных CpG-сайтов 
генома приходится на повторяющиеся генети-
ческие элементы, такие как ретротранспозоны 

LINE, при этом доля LINE-1 в геноме составляет 17%, 
поэтому уровень метилирования этого элемента отра-
жает уровень глобального метилирования ДНК. В не-

давнем исследовании De Cecco M. et al. (2019) установ-
лено, что ретротранспозон LINE-1 активируется в ге-
номе различных клеток у пожилых людей, что может 
способствовать воспалению путем индукции синтеза 
интерферонов [1]. Известно, что атерогенез характе-
ризуется снижением уровня метилирования LINE-1 



51МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №5

ISSN 2073-7998  МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №5

в атеросклеротически пораженных артериях [2]. Риск 
развития острых сосудистых событий также связан со 
снижением уровня метилирования LINE-1 в лейкоци-
тах крови индивидов [3]. Клинические проявления 
данного заболевания, как правило, развиваются на 
поздних стадиях патологического процесса, когда по-
вреждения атеросклеротической бляшки приводят 
к острым сердечно-сосудистым событиям. В связи с 
недостатком знаний о связи метилирования LINE-1 
со стабильностью атеросклеротических бляшек сон-
ных артерий (САБ), исследование статуса метилиро-
вания ретротранспозона LINE-1 является актуальной 
задачей в изучении молекулярных основ атерогенеза. 

Цель и задачи исследования − выявление особенно-
стей уровня метилирования ретротранспозона LINE-1 
в клетках сонных артерий (макрофагах и гладкомышеч-
ных клетках) и лейкоцитах крови пациентов с клини-
чески выраженным атеросклерозом, а также в лейко-
цитах крови здоровых индивидов; анализ связи уровня 
метилирования LINE-1 в атеросклеротических бляш-
ках и лейкоцитах крови пациентов с гистологически-
ми параметрами атеросклеротических бляшек. 

Материалы и методы

Для работы сформирована выборка из 63 паци-
ентов (64,6±7,3 лет, 38 мужчин и 25 женщин) со сте-
нозом сонных артерий >70%, у которых во время хи-
рургического вмешательства были взяты лейкоциты 
крови (ЛК) и образец САБ. В контрольную группу во-
шел 71 здоровый индивид (48 мужчин и 23 женщин) 
сравнимого возраста и со стенозом сонных артерий 
не более 15%, у которых были взяты ЛК. Некоторые 
образцы САБ (n=14 из 63) сразу после операции разде-
лены на две эквивалентные части: одна часть исполь-
зовалась для иммуногистохимического (ИГХ) окра-
шивания и последующей изоляции клеток методом 
лазерной микродиссекции, а другая – для молеку-
лярно-генетического анализа. Атеросклеротические 
бляшки классифицированы по стадиям в соответствии 
с классификацией American Heart Association, а сте-
пень их стабильности определялась согласно критери-
ям Lovett J.K [4]. Иммунногистохимические препара-
ты приготовлены с окраской гладкомышечных клеток 
(ГМК) (a-SMA+) и макрофагов (CD68+). Методом ла-
зерной микродиссекции из ИГХ-микропрепаратов вы-
резаны таргетные клетки, по 1000 каждого типа.  После 
выделения и бисульфитной конверсии ДНК из образ-
цов крови, цельных САБ и диссектированных клеток 
была проведена амплификация участка LINE-1 и оце-
нен уровень метилирования 3 CpG-сайтов в позици-
ях 318, 321, 328 последовательности GenBank X58075 
(CpG1-3) набором PyroMark Q24 CpG LINE-1 (Qiagen). 
Сравнение групп по уровню метилирования LINE-1 
проводилось с помощью критерия Манна-Уитни.  

Результаты

Уровень метилирования LINE-1 в САБ (56,7% 
[53,6%−59,7%]) был немного ниже, чем в ЛК (57,5% 
[55,4%−67,3%]; p=0,02) тех же пациентов. Между груп-
пами ЛК пациентов и здоровых индивидов статистиче-
ски значимых различий не было. Кроме того, уровень 
метилирования LINE-1 в САБ на поздних стадиях (IV−
VII тип; 55% [53%−59%]) был ниже по сравнению с ран-
ними стадиями (I−III тип; 57% [56%−60%]; p=0,049). 
Снижение уровня метилирования CpG-сайтов LINE-1 
на 2-3% обнаружено в САБ и ЛК при неоваскуляриза-
ции САБ, в ЛК – при наличии повреждений покрыш-
ки и в САБ – при наличии очагов кальцинации. Усред-
ненные уровни метилирования LINE-1 в ГМК (65,6% 
[63,2%−67,4%]) и макрофагах (78,4 и 69,0%) были выше 
таковых в САБ (57,3% [56,8%−59,2%]) и клетках крови 
(60,6% [59,3%−61,0%]). 

Из литературных источников известно, что обра-
ботка культур ГМК гомоцистеином, известным фак-
тором риска сердечно-сосудистых заболеваний, при-
водит к снижению метилирования LINE-1 на 10%, 
с 75% до 65% [5], что соответствует уровню метили-
рования в ГМК из САБ, установленному в настоящем 
исследовании. Вероятно, в САБ существуют клетки 
с более низким уровнем метилирования LINE-1, чем 
в ГМК и макрофагах. Таким образом, уровень мети-
лирования LINE-1, по-видимому, является неспеци-
фическим эпигенетическим маркером атеросклероза. 

Выводы

 Уровень метилирования ретротранспозона LINE-1 
снижается в САБ по сравнению с ЛК пациентов с ате-
росклеротическим поражением артерий. Наличие ги-
стологических признаков дестабилизации САБ ассо-
циировано с более низким уровнем метилирования 
LINE-1 не только в САБ, но и в ЛК. Уровни метили-
рования данного элемента в ГМК и макрофагах, выде-
ленных из САБ, выше, чем в цельных тканях.  
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